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第一類由 Liebermannz 在 1885 年首先發表，1890 年 Burchard 將
其運用在血液樣品的量測，此法稱為 Liebermann- Burchard Method，
其步驟是將血液離心後將血清樣品以氯仿(chloroform)萃取出所含的
膽固醇，再與醋酸酐(acetic anhydride)、醋酸及濃硫酸反應形成綠色
的產物，在波長 625 nm 處偵測產物顏色之變化以定量膽固醇濃度。
而此法於 1922 年 Bloor、1950 年 Spery-Webb 及 1952 年 Abell-Kendal
等人陸續發表過各式之修飾法。此外，Pearson 在 1952 年發表在
Liebermann- Burchard 法中加入對甲苯磺酸(p-toluene sulfonic acid)可







此外亦有利用其他物質來產生呈色的，如 1964 年 Zurkowski 直
接利用 sulfosalicylic acid 發色，1969 年 Zlatkis-Zak 以醋酸、硫酸和












模式使用膽固醇氧化酶(cholesterol oxidase ,ChOx) 和過氧化酶







free cholesterol + O2
cholesterol oxidase
cholest-4-3-one + H2O2(EC 1.1.3.6)
 
 傳統上，分析過氧化氫濃度仍是利用顯色反應再以光譜儀來定
量， Trinder 於 1969 年利用 4-aminoantipyine (4-AA)及 sodium 
p-hydroxy benzoate 在過氧化酶催化下與過氧化氫產生紅色
quinoneimine 產物，此產物可於波長 500nm 下吸收而作量測。1974
年 Allain 則使用 phenol、4-AA、過氧化酶與產生的過氧化氫反應，
產生紅色 quinoneimine 化合物來定量過氧化氫，反應如下式表示。   





與過氧化氫反應產生黃色 dihydrolutidine 化合物，於波長 410nm 來偵
測過氧化氫的濃度其反應如下式。 
(EC 1.11.1.6)
H2O2 + methanol formaldehyde + 2 H2O
catalase
fromaldehyde + acetylacetone dihydrolutidine   (yellow) 
 
此外，利用膽固醇氧化酶與膽固醇反應時所消耗的氧氣含量來定





































於高分子物質如醋酸纖維、尼龍網(Nylon mesh) ( )vii 、Kieselgel 100 
beads( )viii 、Formvar薄膜( )ix 、polyacrylonitrile hollow fiber( )x 等等，以及













氯仿及 ethylene dichloride 等有機溶劑混和 1 %膽固醇氧化酶及 4 % 
Formvar，經聚合後而將膽固醇氧化酶固定於 Formvar 薄膜上，實驗
顯示以此法製備之薄膜有 90 %的酵素可穩定的固定於薄膜上，且生
命期可由 15 天延長為 30 天，酵素對溫度之穩定性亦增加。 
利用導電性高分子來固定膽固醇氧化酶具有製備上單一步驟的
方便性，目前使用最廣泛的物質是polypyrrole( - )xv xvi 和polyaniline( )xvii 。
因為可方便的以電聚合的方式在電極面上形成一層含有膽固醇氧化
酶的導電性高分子薄膜，並可藉由電聚合時電量的控制形成所需的薄

























無法當作膽固醇氧化酶之良好電子受體( )xxiii 。 
一般常見可應用於膽固醇生化感測器之電子傳遞介質有
ferrocene及其衍生物、phenazine和phenothiazine衍生物( )xxiii 以及flavin 
nucleotides( )xxiv 等等。利用natural flavin nucleotides 如FMN(flavin 
mononucleotide)、FAD可降低偵測電位至+0.5 V。使用
ferrocenemonocarboxylic acid( )xxiv 可將偵測電位降低至+0.4 V (vs. 
Ag/AgCl, 3 M NaCl)，而hydroxymethyl ferrocene若配合過氧化氫酶
HRP(peroxidase)( )xxv 則可將偵測電位降低至 0.0 V (vs. SCE)。另外修飾
phenothiazine衍生物如 1-methoxy-5-methylphenazinium methosulfate、








器的催化劑如普魯氏藍(prussian blue)( )xxvi ，可降低偵測電位至－50 
mV(Ag/AgCl, 1M KCl)。 






















制及訊號記錄使用個人電腦(CUP with Intel Celeron 300, Taiwan)配合
Labview 軟體(Version: 5.0, National Instrument, USA)、數據擷取卡
(PCI-MIO-16E-4, National Instrument, USA)及接線盒(CB-50L, 
National Instrument, USA)來達成。感測電極試片印製使用半自動厚膜
印刷機(SMTech 100MV, MPM, UK)、SMT 印刷鋼板(Faithful Printing 
Equipment, Taiwan)來製造。0.5-100 μl 微量吸量管(Eppendorf，German)
作為微小體積的量取。循環恆溫槽(B402, Firstek, Taiwan)控制測量分
析物時樣品溶液之溫度。其他儀器包括紫外光可見光光譜儀
UV-VIS(UV 1601, Shimadzu, Japan)、酸鹼度計(SP-701, Suntex, 
Taiwan )、加熱攪拌器(721P, Dataplat, USA)、精密天平(AE200S , 
Mettler, Switzerland)、烘箱(RUO-602, Risen, Taiwan)、循環恆溫培養
箱(LT-159, Shinchan, Taiwan)、三用電表(75 series II multimeter , John 
Fluke MFG., USA)等。 
 
 藥品 
溶液配製使用之超純水由 EASYpure™ RO/UV/UF(Mode: D7421, 
D8611, Barnstead, USA)系統製造。cholesterol oxidase(COO-311, EC 
1.1.3.6, from Streptomyces sp.)購自 Toyobo 公司(Osaka, Japan)。
cholesterol、ascorbic acid、uric acid、acetaminophen、dopamine、
creatine、creatinine、lactic acid、aspirin、salicylic acid、hemoglobin
購自 Sigma 公司(Saint Louis, Missouri, USA)。D(+)-glucose 購自 Merck
公司(Darmstadt, Germany)。 Triton X-100、Span 20、iron(II, III) oxide、
ethanol 購自 Aldrich 公司(Millwaukee, Winscosin, USA)。phosphoric 
acid購自 Junsei公司(Tokyo, Japan)。cyclohexanone購自 Nacalai Tesque
公司(Kyoto, Japan)。urea、sodium chloride、hydrogen peroxide、sodium 
dihydrogen phosphate-2-hydrate、disodium hydrogen 
phosphate-2-hydrate 購自 Riedel-de Haën Brand 公司(Seelze, 
Germany)。PP 合成紙(Nan Ya Plastics, Taiwan)。導電碳膠(C10903D14, 
Gwent Electronic Materials, UK)、導電銀/氯化銀膠(C71105R5, Gwent 













箱中於 40 ℃下乾燥 60 分鐘。印製時之印刷參數如表(2-1)所示。 
 
表(1) 電極印刷參數 
 刮刀壓力 刮刀速度 離版速度 印刷模式 間距 
第一版 5 kg 50 mm/s 50% 單次印刷 0 mm 
第二版 2 kg 70 mm/s 50% 單次印刷 0 mm 
第三版 8 kg 10 mm/s 50% 單次印刷 0 mm 
 
 膽固醇溶液配製 
樣品配置時先將膽固醇溶於乙醇中，再加入 Triton X-100 及 Span 
20 界面活性劑混和，加熱攪拌至 60 ℃使其均勻溶解，最後於攪拌下
加入緩衝溶液配至所需濃度。實驗以 10 %乙醇加 1 % Triton X-100 及









電壓訊號輸出，每產生 2.5 μA 的電流則輸出 1.0 V 之電壓。 
 
控溫裝置建立 
實驗中使用自製之簡易控溫裝置，利用一塊 5 cm×5 cm 大小之致
冷板(Peltier cooler)固定於 9 cm×6 cm×5 cm 鋁盒側面，鋁盒另一側面












啟 Labview 5.0 軟體設計程式來控制定電位儀，並紀錄及處理實驗所
產生之數據，所使用之 Labview 程式詳見附錄三。測量樣品時使用計
時安培法測量，將電極試片插入定電位儀之金手指位置，以微量吸量
管取 10 μL 膽固醇溶液滴於電極試片之工作電極上，然後執行
Labview 程式以控制前置之反應時間及電位的施加，並同時記錄數
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劑如 SDS(sodium dodecyl sulfate)，對膽固醇氧化酶的活性有極大的影
響，在 SDS 含量為 0.1 %下其殘餘活性將趨近於零。因此，配製高濃
度的膽固醇水溶液將是一大挑戰。 
實驗配製樣品時先將膽固醇固體粉末溶於乙醇中，再加入非離子
型介面活性劑 Triton X-100 混和均勻，加熱至 60 ℃使其完全溶解，
最後加入緩衝溶液配至所需濃度。實驗若以 10 %乙醇加 2 % Triton 
X-100 配製的膽固醇樣品於靜置後，僅 150 mg/dL 濃度以下的溶液可




試發現濃度達 150 mg/dL 時訊號即明顯下降，並不適合用來評估較高
濃度之樣品。 
若樣品配置時將膽固醇溶於乙醇中，再加入等重量比例的 Triton 
X-100 及 Span 20 介面活性劑混和均勻，加熱至 60 ℃溶解，最後加
入緩衝溶液配至所需濃度。以 10 %乙醇加 1 % Triton X-100 及 1 % 




















因此，在進一步偵測膽固醇樣品時僅選擇 10 %~ 40 %之催化劑
含量作為探討。實驗在試片印製後於工作電極上修飾膽固醇氧化酶，
含量為 0.5 U/strip，並針對及 100 mg/dL 之膽固醇溶液作偵測，其結
果如圖(5)所示。其訊號響應隨催化劑之含量上升亦成線性上升。因






















圖(4) 催化劑含量對過氧化氫響應之影響。樣品體積 10 μL，外加電
位為-200 mV，0.05 M pH6 之磷酸鹽緩衝溶液中含 0.1 M 
























圖(5) 催化劑含量對膽固醇溶液之響應。膽固醇濃度 100 mg/dL、膽












達 0.5 U/strip 之後訊號響應漸趨飽和。因此，本實驗選擇 0.5 U/strip
為酵素含量之最佳化操作條件。 

















圖(6) 酵素含量對膽固醇溶液之響應。膽固醇濃度 100 mg/dL、催化








AgCl(s) + e－ → Ag(s) +Cl－   E0AgCl = 0.222V (vs SHE) 











在實際臨床之應用，在製備游離膽固醇溶液樣品時添加 0.1 M NaCl
來控制氯離子之濃度。因此，實驗比較了在含有 0.1 M氯離子濃度之
0.05 M磷酸緩衝溶液中，使用銀-氯化銀膠印製之參考電極與商品化
標準之 3 M [Cl－]之Ag/AgCl參考電極在偵測K3Fe(CN)6所得到循環伏
安圖中之峰電位所產生差異。其E1/2分別為 98.3 mV及 207 mV，印製
之參考電極使外加電位往負方向偏移了 108.7 mV。 


























































為 0.5 U/strip，其餘操作條件如圖(5)。 
  
































H2O2  + 2H









( )xxviii ，在pH6.5 ~ pH7.0 之間膽固醇氧化酶存有最大的酵素活性。在
pH5.0 ~ pH7.0 之間膽固醇氧化酶具有最大的酵素穩定性。 
綜合催化劑及酵素兩項因素對溶液酸鹼度的影響，實驗探討游離
膽固醇溶液在 pH4~pH8 之影響其結果如圖(11)所示。在 pH5~8 之溶
液其訊號響應的變化隨著 pH 的下降訊號響應上升，至 pH6 之後訊開
始下降；低於 pH5 後訊後極劇上升。進一步探討發現於低 pH 值下此
感測試片之背景電流將急遽升高。因此，扣除背景電流之影響後 100 
mg/dL 之游離膽固醇溶液在不同 pH 值下所產生之電流響應如圖(12)
所示，於 pH6 有最大的靈敏度。因此，溶液之酸鹼值以 pH6 為最佳
化之操作條件。 
 











































資料來源：Toyobo enzymes 2002-2003, TOYOBO CO., LTD. Japan. 
  


































































在 15~25 秒之間訊號趨於穩定，超過 25 秒後訊號下降；背景電流亦
有相同之變化趨勢。當扣除背景電流之影響後，結果如圖(14)所示，





























































催化劑組成 40 % Fe3O4
酵素組成 0.5 U/strip 
緩衝溶液 0.05 M pH6 磷酸緩衝溶液，含 0.1 M NaCl 
施加電位 -175 mV (vs. Ag/AgCl, 0.1M NaCl) 
反應時間 20 s 
※ 膽固醇樣品濃度 100 mg/dL，體積 10 μL，溫度 25 ℃。 
※ 樣品以含有 10 % EtOH、1 % Triton X-100、1 % Span20、0.1 M 













































































300 mg/dL，濃度超過 300 mg/dL則訊號幾乎完全趨於飽和。分析訊號
在濃度為 25 mg/dL~100 mg/dL範圍內之線性關係，其相關係數R為
0.998，靈敏度為 4.45 mV/(mg/dL)；在濃度 100 mg/dL~300 mg/dL範





實驗針對 20 支游離膽固醇電極試片作再現性之評估，以濃度 100 
mg/dL之游離膽固醇溶液偵測，所得訊號響應之平均值為 1.026 V，其
相對標準偏差為 4.60 %。此外，藉由分析不含游離膽固醇之空白樣品
20 次所得之訊號，其平均訊號響應為 0.605 V，標準偏差為 28.75 mV，




Cm = (Sm-Sbl)/m = (Sbl+ksbl- Sbl)/m = ksbl/m 
當S/N=3 時k=3，Cm = 3sbl/m 
 

















圖(17) 游離膽固醇濃度對訊號響應之關係圖。電位-175 mV，含 0.1 M 
NaCl 之 0.05 M pH6 磷酸緩衝溶液，反應時間 20 秒，取樣時




























擾物包括 glucose 500 mg/dL， uric acid、urea、creatine、creatinine、
lactic acid、dopamine、ascorbic acid 各 20 mg/dL 以及三種常見的藥
物 aspirin、salicylic acid、acetaminophen 各 20 mg/dL。測試中並沒觀
察到這些物種有明顯的干擾產生。 
表(3)之干擾比例為干擾物之響應訊號，相對於 100 mg/dL 膽固醇
溶液訊號差異之比值，由實驗結果顯示其差異皆小於± 3.2 %。然而 1 
% (w/w) 血紅素(hemoglobin)對系統會造成嚴重的干擾，干擾可達

















分析項目 濃度 干擾比例 
glucose 500 mg/dL +1.15 % 
uric acid 20 mg/dL +1.25 % 
urea 20 mg/dL -1.35 % 
creatine 20 mg/dL -0.55 % 
creatinine 20 mg/dL -2.20 % 
lactic acid 20 mg/dL -1.20 % 
dopamine 20 mg/dL +1.88 % 
ascorbic acid 20 mg/dL +3.08 % 
aspirin 20 mg/dL +2.82 % 
salicylic acid 20 mg/dL +3.18 % 
acetaminophen 20 mg/dL +2.20 % 
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